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【研究背景・目的】 
神経保護作用を持つ Docosahexaenoic acid (DHA)の脳内量の低下は Alzheimer’s disease（以下
AD）など様々な神経変性疾患のリスクを増加させる(Yurko-Mauro, et al. PLoS ONE, 10.3, (2015): 
e0120391)。AD の発症及び進行の原因の一つとして考えられる Amyloid beta (Aβ)が脳毛細血
管内皮細胞に蓄積することで脳毛細血管の機能破綻を引き起こすことが報告されており
(Clifford, P. M., et al. Brain Res., 1142, (2007): 223-236)、ADで血液から脳への DHA供給の恒常
性が崩壊している可能性がある。また、DHAは食事からの摂取によって脳内量が増加するこ
とから(Su H. M., et al. Pediatr Res., 45.1 (1999): 87-93)、食事によって分泌される insulin が血液
から脳への DHA の輸送制御に関与している可能性がある。神経保護作用を有するアミノ酸
である taurine 及びカルボキシラーゼの Cofactor として働くビタミンである biotin の脳内量低
下も ADに関連すると考えられる(Chiquita S. et al, Hum Mol Genet., Epub ahead of print, (2019), 
McCarty, M. F., et al, Med. Hypotheses, 109, (2017): 145-149)。DHA、taurine、biotin が血液から脳
へ供給されるためには、脳毛細血管内皮細胞がタイトジャンクションをすることで形成され
る血液脳関門(Blood brain barrier, BBB)を介すると考えられる。BBBを介した血液から脳への
物質の供給は、血液から内皮細胞の luminal 膜への取り込みと内皮細胞の abluminal 膜から脳
実質への排出によって行われる。しかし、DHA 及び taurine の BBB の luminal 膜を介する輸
送と、DHA、taurine 及び biotin の BBB の abluminal 膜を介する輸送のメカニズムは不明であ
る。 
本研究室の内田らにより、ヒト単離脳毛細血管に fatty acid transport protein 1 
(FATP1)/SLC27A1タンパク質が発現することが報告されている(Shawahna R., et al. Mol. Pharm., 
8.4, (2011): 1332–1341)。FATP1は oleic acidなどの長鎖脂肪酸を細胞内に取り込み、insulin に
よって細胞膜へ移行し、基質の細胞内取り込み量が増加するが報告されている(Stahl A., et al. 
Dev Cell, 2.4, (2002): 477-488)。また、ADモデルマウスの脳で FATP1の発現が低下しているが
(Pan, Y., et al. J Neurochem, 144.1, (2018): 81-92)、その分子メカニズムは不明である。これらの
報告から、FATP1が BBBで DHA、taurine、biotin の血液から脳への輸送を制御しており、AD
及び insulinによってその輸送が制御されている可能性が考えられる。そこで本研究では、BBB
における FATP1の役割を解明するために、i) FATP1が DHA、taurine及び biotin を輸送するか
明らかにすること ii) FATP1 の BBB における局在を免疫組織学的に証明すること iii) insulin




HEK293 細胞を宿主細胞としたヒト FATP1 安定発現株及びヒト in vitro モデル hCMEC/D3
細胞を用いて化合物の取り込み解析、排出解析及びメタボローム解析を行い、化合物の輸送
活性を評価した。FATP1 の寄与は FATP1 標的 siRNA を処理した hCMEC/D3 細胞を用い、
FATP1の発現低下を定量 PCR法、western blotで評価した。FATP1の細胞及び組織における局
在は LC-MS/MS、蛍光免疫染色法及び western blot を用いて解析した。 
 
【結果・考察】 
脳毛細血管内皮細胞の DHA細胞内取り込みにおける FATP1の関与 
FATP1安定発現株における[14C]DHAの取り込みは空ベクターをトランスフェクションして
構築した mock と比べて有意に増加し、その取り込みは非標識 oleic acid によって有意に阻害
されたことから、DHA が FATP1 の基質となることが示された。hCMEC/D3 細胞において
[14C]DHA は時間依存的に取り込まれた。その取り込みは非標識 DHA及び oleic acidによって
有意に阻害されたことから、BBBにおいて DHAは oleic acid 同じ担体を介して細胞内に取り
込まれることが示唆された。さらに、FATP1 標的 siRNA を処理した hCMEC/D3 細胞におい
て、negative siRNA 処理群と比較して FATP1の mRNA量が 46 %低下し、タンパク質量は 54%
低下した。FATP1 標的 siRNA 処理 hCMEC/D3 細胞における[14C]DHA の取り込みは negative 
siRNA 処理群と比較して 31~38%減少した。脳毛細血管内皮細胞における DHAの取り込みに
FATP1は 59~73%寄与することが示された。これらの結果から、FATP1は BBBにおいて DHA
の細胞内取り込みに寄与していることが示唆された。 
 
insulinによる FATP1 の輸送機能の変動 
hCMEC/D3 細胞に insulin を 30 min 処理し、insulin の影響を評価した。FATP1の蛍光免疫染
色を行った結果、insulin 処理によって hCMEC/D3 細胞内の FATP1 の蛍光シグナルが減弱し、
細胞接着部位の蛍光が増強した。また、hCMEC/D3 細胞における FATP1 の発現量の変化は、
insulin 処理によって whole cell lysate 画分では 1.1 倍だったのに対し、細胞膜画分では 2.0 倍
に増加した。hCMEC/D3細胞の[14C]DHA及び[3H]oleic acid 取り込み量は細胞外 insulin処理濃
度の増加に伴って増加し、insulin 未処理群と比べて有意な差があった。これらの結果から、
insulin によって脳毛細血管内皮細胞の FATP1 が細胞膜に移行することが示され、insulin の血
中濃度変化によって BBBにおける FATP1の細胞膜移行が変動することで DHAの輸送が制御
されることが、食事による DHA脳内量の増加の一つの要因となる可能性が示唆された。 
 





DHA、taurine、biotin の排出輸送における FATP1 の関与 
BBB の abluminal 膜で FATP1 が DHA を脳実質へ輸送するか否かを明らかにするため、
FATP1 安定発現株を用いて定常状態における細胞内 DHA 量をメタボローム解析により評価
し、FATP1 が DHAを細胞外へ排出する機能を有するか検証した。その結果、FATP1 発現株に
おける DHA 量は mock と比べて 48%低かった。FATP1 は定常状態で DHA を細胞外に排出す
ることが示唆された。検出された 212分子の内、DHA以外の脂肪酸、アミノ酸、フェノール
類、ホルモン、核酸、リン脂質、アミノ酸誘導体、ビタミン及びビタミン様物質、計 38 化合
物が FATP1 安定発現株でその細胞内量が mock と比べて 2 倍以上変動していた。この結果か
ら、FATP1 はこれらの物質を輸送基質候補とする可能性がある。次に、FATP1 が taurine と
biotin を排出方向に輸送するか明らかにするため、FATP1 安定発現株を用いて[3H]taurine と
[3H]biotin の取り込み実験を行った。その結果、[3H]taurine の取り込みは mockと比べて有意に
低下し、[3H]biotin の取り込みは mockと比べて有意に増加した。[3H]biotinの排出実験を行っ
た結果、FATP1 安定発現株の[3H]biotin 細胞内残存量は mock と比べて有意に低下した。これ
ら[3H]taurineと[3H]biotin取り込み実験及び排出実験の結果から、FATP1は taurine を排出方向
の輸送し、biotin を取り込み方向と排出方向の両方向に輸送することが示され、BBB の
abluminal側で taurine と biotin を排出方向に輸送することで、これらの物質を脳実質へ供給に
関与することが示唆された。 
 
脳毛細血管内皮細胞の DHAの排出輸送における FATP1の関与 
脳毛細血管内皮細胞の DHAの排出輸送における FATP1の関与を評価するため、hCMEC/D3
細胞を用いて DHA-d5の排出実験を行った。DHA-d5は経時的に細胞外へ排出された。FATP1
標的 siRNAを処理した hCMEC/D3 細胞において、negative siRNA 処理群と比較して FATP1標
的 siRNA処理群は FATP1 のタンパク質量は 72%低下し、DHA-d5 の細胞外への排出量は 34%
減少した。これらの結果から、脳毛細血管内皮細胞における DHA の排出に FATP1 は 47%寄
与することが示され、BBBの abluminal 膜において FATP1が DHAを細胞外へ排出し、脳への
DHA供給を担うことが示唆された。 
 
脳毛細血管内皮細胞の DHAの排出輸送における Aβ の影響 
Aβ1-40 と Aβ1-42 の活性フラグメントを持ち、同等の神経細胞に対する毒性を示す Aβ25-35 を
hCMEC/D3 細胞に 24 時間処理し、Aβ が脳毛細血管内皮細胞の DHA 輸送と FATP1 に与える
影響を評価した。Aβ25-35未処理群と比較して Aβ25-35処理群は FATP1の whole cell画分と plasma 
membrane 画分の FATP1 のタンパク質量はそれぞれ 44%、96%低下した。この結果から、Aβ
はヒト脳毛細内皮細胞全体の FATP1発現と細胞膜への発現抑制に関与することが示唆された。
Aβ25-35処理 hCMEC/D3 細胞における DHA の細胞外排出実験を行った。細胞外に排出された
DHA をその代謝物と区別して検出するため、DHA の安定同位体標識体 DHA-d5 をトレーサ
ーとして用いた。その結果、DHA-d5 の残存量は Aβ25-35 未処理群と比べて有意な差がなかっ
たのに対し、細胞外への排出量は Aβ25-35 濃度依存的に減少した。これらの結果から、Aβ は




本研究では、FATP1 が DHA と biotin を両方向に輸送し、taurine を排出方向に輸送するこ
と、免疫組織学的に FATP1 が脳毛細血管の abluminal 膜に局在することが初めて示された。
また、脳毛細血管内皮細胞の FATP1の細胞膜への移行と DHA 輸送は insulin によって促進さ
れ、Aβ によって抑制されることが示唆された。これらのことから、血液から脳毛細血管内皮
細胞に取り込まれた DHA が BBB の abluminal 膜の FATP1 を介して脳に運ばれ、その輸送は
insulin 及び Aβ を介した FATP1 の細胞膜移行によって制御されることが示唆された。AD で
は脳内 DHA量の低下が認知機能低下に関連している可能性があるため、今後、BBBの FATP1
を介した DHA 輸送量の変動という観点で、AD における DHA の脳内量低下のメカニズムを
解明することで ADの症状進行の理解に繋がることが期待される。 
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神経保護作用を持つ Docosahexaenoic acid (DHA)と taurine、カルボキシラーゼの補酵素で
ある biotin の脳内量の低下は Alzheimer’s disease (AD)に関連する。これらの物質は血液脳関
門(BBB)を介して血液から脳へ供給されると考えられるが、BBB を介した輸送機構は不明
である。長鎖脂肪酸トランスポーターFATP1/SLC27A1 が BBB でこれらの物質の血液から
脳への輸送を制御している可能性が考えられた。本研究は、BBB における FATP1 の役割を
解明するために、i) FATP1 が DHA、taurine、biotin を輸送するか明らかにすること、ii) FATP1
の BBB における局在を免疫組織学的に証明すること、iii) insulin が BBB の FATP1 の機能
を変動させるか明らかにすること、iv) AD の発症及び進行の原因の一つと考えられている
amyloid β (Aβ)が BBB の FATP1 の機能を変動させるか明らかにすることを目的とした。 
FATP1 安定発現細胞株を用いて[14C]DHA、[3H]taurine、[3H]biotin の取り込みを解析した
結果、[14C]DHA と[3H]biotin は mock と比べて有意に高く、[3H]taurine は有意に低かった。 
[3H]biotin の排出を解析した結果、細胞内残存量は mock と比べて有意に高かった。メタボ
ローム解析をした結果、DHA 量は mock と比べて 48%低かった。ヒト脳毛細血管内皮細胞
株 hCMEC/D3 細胞に siRNA 処理した結果、FATP1 は DHA の取り込みに 59~73%寄与し、
排出に 47%寄与することが示された。マウス脳凍結切片の免疫染色で、FATP1 が脳毛細血
管内皮細胞マーカーGLUT1 と共局在することを明らかにし、免疫組織学的に FATP1 が脳
毛細血管の abluminal 膜に局在することを示した。従って、FATP1 が DHA と biotin を両方
向に輸送し、taurine を排出方向に輸送すること、血液から脳毛細血管内皮細胞に取り込ま
れたこれらの物質がBBBの abluminal膜のFATP1を介して脳に運ばれることが示唆された。 
hCMEC/D3 細胞に insulin を処理した結果、FATP1 のタンパク質レベルでの細胞膜の発現
量が増加し、[14C]DHA と FATP1 基質[3H]oleic acid の取り込みは有意に増加した。hCMEC/D3
細胞に Aβ1-40と Aβ1-42の活性フラグメントを持つ Aβ25-35を処理した結果、細胞全体と細胞
膜の FATP1 のタンパク質レベルでの発現量が低下し、DHA 安定同位体標識である DHA-d5
の排出が有意に低下した。従って、脳毛細血管内皮細胞の FATP1 の細胞膜への移行と DHA
輸送は insulin によって促進され、Aβ によって抑制されることが示唆された。 
以上、本研究は、FATP1 が DHA、taurine、biotin を輸送すること、免疫組織学の観点か
ら FATP1 が BBB の abluminal 側に局在すること、FATP1 がヒト脳毛細血管内皮細胞の DHA
輸送に寄与すること、その輸送は insulin と Aβ によって調節されることを明らかにした。
本研究の成果は、BBB の FATP1 を介した DHA 輸送量の変動という観点で、AD における
DHA の脳内量低下のメカニズムの解明につながる研究として高く評価できる。 
よって、本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
